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Biološka priprava različnih aldarnih kislin 
Povzetek: Želja po lepši in bolj čisti prihodnosti ter potreba po nadomestitvi 
neobnovljivih virov je pripeljala do razvoja okolju prijaznejših kemikalij. Med njimi so 
tudi aldarne kisline, sladkorne kisline, ki se jih pridobiva iz celuloze. Ker gre za obnovljiv 
vir, je idealen nadomestek fosilnim gorivom za pripravo vsestranskega najlona-6,6.  
V preteklosti se je za pripravo glukarne kisline, vmesnega produkta pri pridobivanju 
adipinske kisline, uporabljala oksidacija s pomočjo dušika. Pri tem procesu so se v okolje 
izpuščale ogromne količine N2O, ki je še bolj problematičen za globalno segrevanje kot 
CO2.  
Možna je tudi priprava glukarne kisline s pomočjo biološke katalize, pri kateri se kot 
katalizatorji uporabljajo encimi. To so proteini, ki jih proizvajajo živi organizmi. Encimi 
so za razliko od kemijskih katalizatorjev bolj specifični, saj lahko katalizirajo le določeno 
kemijsko reakcijo. Ker pa so večji izkoristki doseženi z uporabo anorganskih 
katalizatorjev, je trenutno biosinteza še vedno v fazi razvoja in zaenkrat še ne obstaja 
industrijski proces, pri katerem se glukarno kislino pridobiva s pomočjo encimov.  
Nove raziskave so pokazale, da je oksidacija glukoze do glukarne kisline uspešna tudi z 
uporabo kisika pri povišanem tlaku (okoli 40 bar) in višji temperaturi (100 °C). 
Pomemben del samega procesa pa je uporaba primernega katalizatorja, s katerim lahko 
dosežemo največjo aktivnost in selektivnost.  
Cilj diplomske naloge je bila raziskava teoretičnega ozadja biološke katalize. Sledil je 
eksperimentalni del, pri katerem sem se posvetila kemijski katalizi ter v tem okviru 
pripravila svoj bimetalni katalizator Ag-Cu/ZrO2.  
Izvedla sem dve oksidaciji, kjer sem po primerjavi rezultatov ugotovila, da je najboljši 
katalizator zlato. Bimetalni katalizator, ki sem ga sama pripravila, je imel slabe izkoristke. 
V nobenem primeru nisem prišla do željenega končnega produkta – glukarne kisline.  
Analiza katalizatorja je pokazala, da je bila sinteza uspešna. Torej lahko sklepam, da 
katalizator, ki je kombinacija srebra in bakra, ni dovolj selektiven, da bi vodil do nastanka 
glukarne kisline.  




Biological synthesis of different aldaric acids 
Abstract: The desire for a better and cleaner future and the need to replace a non-
renewable resource have led to the development of more sustainable chemicals. Some of 
them are aldaric acids, sugar acids derived from cellulose. Since this is a renewable 
resource, it is an ideal substitute for fossil fuels in the preparation of the wildly used 
nylon-6,6. 
In the past, oxidation of glucose with nitrogen has been used to prepare glucaric acid. The 
latter is an intermediate in the production of adipic acid. In this process, huge amounts of 
N2O are released into the environment, which is a greenhouse gas 180 times more potent 
than CO2.  
An interesting alternative to oxidation of glucose with nitrogen, is biological catalysis, in 
which enzymes are used as catalysts. These are proteins produced by living organisms, 
and unlike chemical catalysts, enzymes are more specific because they can only catalyse 
a certain chemical reaction. As higher efficiencies are achieved through the use of 
inorganic catalysts, biosynthesis is currently still in the development stage and, for the 
time being, there is no industrial process where enzymes are used for the production of 
glucaric acid.  
New research has shown that the oxidation of glucose to glucaric acid is also successful 
with the use of oxygen as an oxidant at elevated pressures (about 40 bar) and higher 
temperature (100 °C). An important part of the process itself is also the use of a suitable 
catalyst with which we can achieve maximum activity and selectivity. 
The aim of the thesis was to investigate the theoretical background of biological catalysis, 
followed by the experimental part, where I focused on chemical catalysis. As already 
mentioned, an important element of oxidation is the catalyst, so I prepared my bimetallic 
catalyst Ag-Cu/ZrO2 as part of the experimental work. 
Two oxidation experiments were performed, where, after comparing the results, it was 
found that the gold catalyst was more active. In no case did I get the desired end product 
– glucaric acid. 
Catalyst analysis showed that the synthesis was successful, so we can conclude that the 
silver and copper bimetallic catalyst is not selective enough to lead to the formation of 
glucaric acid. 
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1 Uvod  
Ljudje se vedno bolj zavedamo, da se svet razvija. Poraba nafte in njenih derivatov je vse 
večja, njene zaloge pa se manjšajo. Skrb za prihodnje generacije in vse večja okoljska 
ozaveščenost ljudi ter želja po uporabi obnovljivih, biorazgradljivih in trajnostnih virov 
je pripeljala do razvoja novih tehnologij za pripravo kemikalij. Ene izmed potencialno 
novih kemikalij so tudi aldarne kisline. Gre za skupino sladkornih kislin, pri katerih so 
končne hidroksilne in karbonilne skupine, značilne za sladkorje, zamenjane s 
karboksilnimi skupinami, značilnimi za kisline. Med sladkorne kisline, poleg aldarnih 
spadajo še aldonske in uronske kisline. Monosaharidi so tako precej uporabljene spojine, 
njihov vir, tj. biomasa, pa je v naravi precej razširjen in služi kot poceni izhodna surovina 
za nadaljnjo predelavo in uporabo. Celuloza in hemiceluloza, ki sta sestavna dela 
lignocelulozne biomase, lahko služita za proizvodnjo sladkorjev, prednost uporabe teh 
pred škrobom in sladkornimi pridelki pa je ta, da lignocelulozna biomasa ni užitna in je 
večinoma le odpadek v lesni industriji. Celuloza je naravni polimer, sestavljen iz molekul 
glukoze, ki jo je mogoče pretvoriti v druge uporabne kemikalije. Ker glukoza v velikih 
količinah nastaja s fotosintezo, je tako idealna izhodna spojina za predelavo v druge 
potencialno uporabne kemikalije in se jo bo v prihodnosti zagotovo še veliko raziskovalo 
in uporabljalo.  
1.1 Uporaba aldarnih kislin 
Glukarna kislina, ki je ena izmed aldarnih kislin, velja za dragoceno kemikalijo, 
pridobljeno iz glukoze. Ker gre za biorazgradljivo kemikalijo, se njena uporaba v 
proizvodnji vse bolj povečuje. Tako se glukarno kislino uporablja kot reagent za 
raztapljanje organskih onesnažil, za odstranjevanje težkih kovin v tleh in kot izhodni 
material za biološko razgradljive polimere. Njena uporaba se veča tudi v zdravstvu, saj je 
glukarna kislina ena izmed komponent v zdravilih za zdravljenje raka, pomaga pa tudi pri 
zniževanju holesterola in zdravljenju diabetesa. Glukarna kislina je lahko ena izmed 
možnih nadomestkov škodljivih polifosfatov, ki se nahajajo v detergentih, prav tako pa 
je pomemben vmesni produkt za alternativno sintezo adipinske kisline. Ta se trenutno 
proizvaja iz cikloheksanola oziroma iz mešanice cikloheksanola in cikloheksanona z 
dušikovo kislino kot oksidantom. Adipinska kislina je pomembna kemikalija za 
proizvodnjo zelo uporabljenega najlona-6,6, vendar dušikov oksid, ki se pri sintezi 
sprošča, predstavlja prevelik okoljski problem, saj ogromno prispeva h globalnemu 
segrevanju. Prav zaradi tega se kot alternativa cikloheksanolu raziskuje sintezo adipinske 
kisline iz glukarne kisline. Vse to priča o njeni vsestranski uporabi in prav zaradi tega je 
bila leta 2004 pri Ameriškem ministrstvu za energetiko označena kot ˝kemikalija z 
največjo dodano vrednostjo iz biomase˝. [1, 2, 3] 




1.2 Kemijska sinteza aldarnih kislin 
Glukarno kislino se pridobiva z oksidacijo glukoze s pomočjo katalizatorjev. To so snovi, 
ki vplivajo na hitrost kemijske reakcije tako, da znižajo aktivacijsko energijo, zaradi česar 
reakcija poteče hitreje. Sami katalizatorji se med reakcijo ne porabljajo in se ne 
spremenijo. Dodatne prednosti so manjša poraba energije, manjši vpliv na okolje in na 
splošno dobra finančna korist. Med katalizatorje spadajo tudi encimi ter majhne 
molekule. Zaenkrat pa so najbolj raziskani in uporabljeni katalizatorji, pridobljeni iz 
prehodnih kovin. Pomemben del katalizatorja predstavlja nosilec. Slednji poveča 
sposobnost podprte kovine, ki deluje kot katalitično aktivno mesto. Materiali, ki se 
uporabljajo kot nosilci, morajo imeti veliko specifično površino, morajo biti kemijsko 
stabilni, pomembno pa je tudi, da so sposobni razpršiti kovinske delce po površini. 
Največkrat se kot nosilci uporabljajo različni oksidi (SiO2, Al2O3, TiO2) ali pa ogljik. Pri 
sintezi katalizatorjev je tako pomembno, da se nanodelci kovine primejo na nosilec. [4, 
5] 
1.2.1 Oksidacija glukoze s pomočjo dušika 
Prva omemba sinteze aldarne kisline sega v leto 1888, ko sta Sohst in Tollenov s pomočjo 
dušikove kisline kot oksidanta, iz D-glukoze pripravila D-glukarno kislino. Tak način 
priprave je požel veliko zanimanja predvsem zaradi enostavne in poceni uporabe 
dušikove kisline, ki hkrati služi kot topilo ter oksidant. Zaradi stranskih reakcij, ki 
nastanejo pri sintezi, je izkoristek proizvodnje D-glukarne kisline s pomočjo dušikove 
kisline manj kot 50 %. Preostanek se razgradi na kompleksno mešanico, sestavljeno iz 
vinske, oksalne in 5-ketoglukonske kisline. Velik problem predstavlja dejstvo, da gre za 
hitro in zelo eksotermno reakcijo, zato je težko nadzorovati temperaturo. To predstavlja 
veliko nevarnost pri sami proizvodnji, zato tak način sinteze ni nikoli dosegel 
komercialne proizvodnje, temveč je ostal le na pilotnem merilu. [6, 7] 
1.2.2  Oksidacija glukoze s pomočjo TEMP-a 
(2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oksil oziroma TEMPO se skupaj s klorom in bromom 
prav tako uporablja pri proizvodnji aldarnih kislin. Reakcije, kjer se je kot oksidant 
uporabljal kompleks TEMPO-NaOCl-NaBr, so bile uspešne le pri višjih pH vrednostih 
(med 11,5 in 12). Medtem ko se pri pH 9,5 dobi manj kot 10 % glukarne kisline. Čisto 
glukarno kislino z 90 % izkoristkom so dobili izolirano kot monokalijevo sol po obarjanju 
pri pH med 3 in 4. Čeprav so bili izkoristki glukarne kisline, pridobljeni s pomočjo 
TEMPA, med 70 in 90 %, se ta način priprave nikoli ni uveljavil v večjem merilu, saj gre 
za draga oksidacijska sredstva. [7, 8] 




1.2.3 Oksidacija glukoze s pomočjo kisika 
Še en razlog, da se proizvodnja D-glukarne kisline s pomočjo dušikove kisline in 
TEMPA, ni uveljavila v večji meri, je ta, da N2O, ki nastane pri uporabi dušikove kisline, 
predstavlja 180x večjo nevarnost za globalno segrevanje kot CO2. [9] 
Belila, ki se uporabljajo v povezavi s TEMPO-m so strupena, prav tako pa zahteva proces 
visoke finančne vložke in je torej neracionalen.  
Kot poceni in okolju prijaznejša različica se je kot oksidant začel uporabljati molekularni 
kisik, ki deluje že pri blagih reakcijskih pogojih. Najboljši izkoristki oksidacije glukoze 
so bili dobljeni pri pH vrednostih višjih od 7, vendar ravno bazični pogoji povečujejo 
možnost nastanka stranskih reakcij, kar vodi do cepitve C-C in C-O vezi, to pa negativno 
vpliva na selektivnost glukarne kisline. [9] 
Kot alternativa se je začelo raziskovati možnost oksidacije glukoze s pomočjo kovinskih 
katalizatorjev, ki bi dobro delovali tudi v nevtralnih pogojih. Izvedene so bile reakcije z 
uporabo monometalnih (Au, Pt, Pd) in bimetalnih katalizatorjev (AuPt, PtCu, PtPd). 
Katalizatorji, ki so bili sintetizirani s kombinacijo dveh kovin, kažejo večjo aktivnost in 
selektivnost v primerjavi s samo eno-kovinskimi katalizatorji. Čeprav so bili največji 
izkoristki (74 %) doseženi z uporabo katalizatorja Pt/C, pri 80 °C, tlaku okoli 14 bar in 
pH 7,2, se kot optimalni pogoji raje uporabljajo nevtralno okolje, temperatura okoli 
100 °C in tlak 40 bar. Številne raziskave vpliva pH so pokazale, da odsotnost baze ne 
zastrupi katalizatorja v tolikšni meri, da bi to vplivalo na reakcijo, pomembno pa vpliva 
na selektivnost glukarne kisline s preprečevanjem cepitve C-C vezi. [9, 10, 11] 
1.3 Biološka sinteza aldarnih kislin 
Trend okoljske ozaveščenosti je dosegel tudi kemijsko industrijo. Uvedba zelene kemije, 
katere načelo je iznajdba novih kemijskih produktov in procesov, je zmanjšala porabo ter 
proizvodnjo okolju škodljivih snovi. Na ta način se je zmanjšal izpust ogljikovega 
dioksida v ozračje, poraba procesne vode in količina nevarnih odpadkov, ki se jih ne da 
ponovno uporabiti ali reciklirati. [12] 
Kot ena izmed alternativ prej omenjenim pripravam aldarnih kislin se raziskuje biološka 
proizvodnja, ki je okolju prijazna in stroškovno učinkovita. Biološka sinteza je možna s 
pomočjo bakterije Escherichia coli ali s pomočjo kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 
Pri obeh gre za celični oziroma in vivo postopek, raziskana pa je bila tudi brez celična 
oziroma in vitro sinteza.  





Pri biosintezi se kot katalizatorji uporabljajo encimi. Encimi so za razliko od anorganskih 
katalizatorjev bolj specifični, saj katalizirajo le določeno kemijsko reakcijo, in razlikujejo 
med optičnima izomeroma ter tako katalizirajo samo enega od teh. [13] 
Velikokrat encimi delujejo v prisotnosti koencimov. Gre za organske spojine, ki lahko 
sprejmejo atome, ki jih substrat odda, ali obratno, oddajo atome, ki jih substrat sprejme. 
Vloga koencimov je tako pomembna, saj včasih za potek reakcije proteinski del encima 
ne zadošča. Če so koencimi povezani z močnimi kovalentnimi vezmi, tvorijo z encimi 
trajne komplekse, prostetične skupine. V nasprotnem primeru, ko so povezani s šibkimi 
vezmi, gre le za kratkotrajno vezavo. Celotnemu sistemu encima in koencima pravimo 
holoencim. [13] 
Aktivno mesto encima sestavljata vezavno in katalitično mesto. Substrat, to je snov, na 
katero deluje encim, se na aktivno mesto veže tako, da je tisti del molekule, ki se bo v 
reakciji spremenil, točno nad katalitičnim mestom. Struktura encima igra pomembno 
vlogo pri vezavi substrata na aktivno mesto. Aktivnost encima je odvisna od zaporedja 
aminokislin. Ker je mesto specifično, prepozna le določene substrate. Molekula substrata 
se mora natančno prilegati na vezavno mesto encima, saj to mesto predstavlja majhno 
tridimenzionalno področje v strukturi proteina. Substrat se na encim veže z vodikovimi 
ali van der Waalsovimi vezmi, med reakcijo se pritrdi na aktivno mesto encima ter z njim 
tvori kompleks. Po koncu reakcije nastane produkt in nespremenjen encim, ki se lahko 
ponovno veže na novo molekulo substrata (slika 1). Zaradi tega lahko že majhne količine 
biološkega katalizatorja pospešijo reakcijo, encim pa se lahko uporabi večkrat. Tudi 
koencim se na encim veže na točno določenem delu, po navadi je to v bližini aktivnega 
mesta, saj na ta način zagotovi optimalno delovanje encima. [13] 
 
Slika 1: Vezava substrata na encim, nastanek kompleksa in končnega produkta. 
Vezavo substrata na encim je v 19. stoletju Fischer opisal kot prileganje ključa in 
ključavnice. Vendar to pomeni, da so encimi togi. Za boljšo hipotezo se je izkazalo 
Koshlandovo inducirano prileganje, ki upošteva, da je struktura encima plastična. Tako 
se substrat in encim optimalno prilegata in tvorita kompleks. [13] 




Pri encimih je pomembno dejstvo, da je vezavnih mest malo, kar pomeni da se lahko na 
encim veže le določena količina substrata. Če je količina substrata prevelika, to ne vpliva 
na hitrost reakcije, temveč pride do nasičenja encima. [13] 
1.3.2 Razredi encimov 
Največkrat za reakcijo izberemo encime s podobnimi strukturnimi lastnostmi, kot jih 
imajo substrati. Za razliko od kovinskih katalizatorjev, ki se nahajajo v zemeljski skorji, 
encime proizvajajo živi organizmi. Glede na vrsto reakcije, ki jo katalizirajo, delimo 
encime v šest razredov, ti pa se delijo naprej v podskupine. 
V prvi razred spadajo oksidoreduktaze, to so encimi, ki katalizirajo redoks reakcije. Sem 
spadajo dehidrogenaze, oksidaze, peroksidaze in oksigenaze. Za svoje delovanje 
potrebujejo koencime, ki so aktivno vključeni v reakcijo in uravnavajo spremembe na 
substratu, tako da sprejemajo ali prenašajo elektrone, ki jih substrat izmenja. Pri 
dehidrogenazah je substrat donor vodika, koencim pa akceptor. Oksidaze in peroksidaze 
katalizirajo reakcije, pri katerih je molekularni kisik akceptor elektronov, reducira pa se 
do H2O ali H2O2. Oksigenaze se delijo v dve skupini. Pri monooksigenazah se v molekulo 
substrata vključi le en atom kisika, drugi se reducira v vodo. Pri dioksigenazah pa se v 
molekulo substrata vključita oba atoma kisika. [13] 
Transferaze so encimi, ki spadajo v drugi razred. Ti katalizirajo prenos funkcionalne 
skupine od donorja do akceptorja. Tudi tukaj je potreben koencim. [13] 
Tretji razred sestavljajo hidrolaze. To so encimi, ki z dodatkom vode katalizirajo cepitve 
vezi C-O, C-N, C-S in O-P. [13] 
Liaze so encimi, ki za razliko od hidrolaz, nehidrolitsko cepijo vezi C-C, C-S in C-N 
(razen peptidne vezi). Pri liazah gre za nastanek dvojne vezi ali pa za adicijo skupine na 
dvojno vez. [13] 
Naslednji razred encimov so izomeraze. Že ime pove, da katalizirajo geometrijske ali 
strukturne spremembe znotraj ene molekule. Produkt izomeraze se od reaktanta razlikuje 
po prostorski razporeditvi, čeprav imata oba enako molekulsko formulo. [13] 
Zadnji razred encimov sestavljajo ligaze. Ti encimi katalizirajo vezavo dveh molekul s 
tvorbo kemijske vezi. Vezi se tvorijo med atomi C-C, C-S, C-O in C-N. Za nastanek nove 
vezi je potrebna energija, ki jo zagotovi koencim adenozin-5`-trifosfat (ATP). [13] 
Encimi, ki sodelujejo pri proizvodnji glukarne kisline, so: 
- Fosfoglukomutaza (PGM) je encim, ki se nahaja v vseh živih bitjih. Spada v 
razred transferaz, kar pomeni, da katalizira medmolekulski prenos funkcionalne 
skupine PO4
3-. 




- Encim Inozitol-3-fosfat sintaza (INO1) se pridobiva iz kvasovke Saccharomyces 
cerevisiae. Spada v razred izomeraz, podrazred pa je intramolekulska liaza.  
- Inozitol-1-monofosfataza (IMP) se prav tako nahaja v vseh živih organizmih. Je 
del razreda hidrolaz, kar pomeni, da katalizira cepitev vezi med kisikom in 
fosforjem.  
- Mio-inozitol oksigenaza (MIOX) je encim, značilen za vsa živa bitja, 
najpogosteje pa se ga pridobiva iz miši. Že samo ime pove, da spada med 
oksigenaze, natančneje med monooksigenaze, kar pomeni, da v molekulo 
substrata vključi le en atom kisika.  
- Encim Uronat dehidrogenaza (Udh) se pridobiva iz bakterije Pseudomonas 
syringae, spada pa med oksidoreduktaze. 
Zadnji encim, ki sodeluje pri sintezi glukarne kisline, je NADH oksidaza (Nox). 
Ta encim katalizira prenos enega elektrona iz NADH v kisik, pri čemer nastane 
superoksid, ki je prosti radikal. Molekula kisika pride v notranjost celice iz 
zunajceličnega prostora, medtem ko se proton H+ izloči. [1, 12, 13, 14] 
1.3.3 Metabolični inženiring 
Metabolični oziroma presnovni inženiring je disciplina, ki se uporablja za izboljšanje 
celičnih aktivnosti z uporabo rekombinantne DNK tehnologije. S poznavanjem 
gostiteljske celice lahko s pomočjo presnovnega inženiringa uravnavamo izražanje 
beljakovin v presnovni poti ter odstranimo konkurenčno pot in stranske produkte. Torej 
se s spreminjanjem celičnega metabolizma izboljšata produktivnost in izkoristek reakcije. 
[14, 15] 
Za metabolični inženiring je značilno, da sestavi zaporedje encimov, ki ni značilno za 
noben živ organizem, in sicer s kombinacijo encimov različnih izvorov za dosego 
maksimalnega izkoristka. [16] 
1.3.4 Biosinteza s pomočjo Escherichia coli 
Pri sintezi glukarne kisline najprej iz škroba, saharoze in celuloze, s pomočjo encimske 
fosforolize, pri kateri pride do razcepa kemijske vezi s fosforjevo kislino, dobimo 
izhodiščni material glukozo-1-fosfat. Dodatek PGM katalizira fosfatni prenos znotraj 
molekule iz glukoza-1-fosfata v glukozo-6-fosfat. Temu sledi oksidacija, ciklizacija in 
redukcija v mio-inozitol-3-fosfat s pomočjo encima INO1. Encim IMP katalizira 
defosforilacijo (odstranjevanje fosfatne skupine s pomočjo hidrolize). Tako lahko z 
dodatkom vode iz molekule odstranimo fosfatno skupino, s čimer dobimo mio-inozitol. 
Dodatek encima mio-inozitol oksigenaze, ki v molekulo substrata vključi en atom kisika, 
drugi pa se reducira v vodo, privede do nastanka D-glukuronske kisline. Udh s pomočjo 
koencima NAD+ katalizira pretvorbo D-glukuronske kisline v D-glukaro-1,4-lakton. Ta 
je v nevtralnih raztopinah stabilen, zato ga segrevamo v bazični raztopini. Pri tem pride 
do hidrolize in dobimo končni produkt, D-glukarno kislino (slika 2). [1, 15] 





Slika 2: Sintezna pot nastanka D-glukarne kisline iz D-glukoze z vsemi encimi, ki 
sodelujejo pri sintezi. 
Encime je najprej potrebno gojiti 3 dni pri rahlo povišani temperaturi (30 °C) skupaj z 
glukozo s koncentracijo 10 g/L in dodatkom izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozida 
(IPTG), ki deluje kot biološki reagent. Za določanje produktov, ki nastanejo, se uporablja 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, UHPLC Najboljši izkoristki, 17,4 ± 5,1 %, 
so bili doseženi, ko je bila koncentracija IPTG 0,1 mM. Izkoristek je podan kot mol 
proizvedene glukarne kisline na mol porabljene glukoze. Največjo aktivnost je pokazal 
encim Udh, čigar aktivnost je bila za 2 reda višja od aktivnosti Ino1 in za 3 rede višja od 
aktivnosti MIOX. To je razlog, da je nastalo več glukarne kisline (0,27 g/L glukuronske 
in 0,72 g/L glukarne kisline). Zaradi slabe aktivnosti encima MIOX, po 72 urah ni bilo 
več zaznati glukuronske kisline, čeprav se je vmesni produkt mio-inozitol kopičil. 
Opravljeni so bili trije testi z različnimi koncentracijami IPTG. Pokazali so, da so višje 
koncentracije reagenta povzročile večji izkoristek glukarne kisline na glukozi, vendar je 
bila koncentracija končnega produkta nižja. Največja dosežena koncentracija glukarne 
kisline je bila 1,13 g/L. [15] 




Zaradi nizkega izkoristka in majhnih koncentracij glukarne kisline je bilo potrebno 
poiskati novo sintetično pot. Ker je bilo že takoj ugotovljeno, da je MIOX tisti encim, ki 
ovira nastanek glukarne kisline, se je kot izboljšanje predlagala uvedba N-terminalne 
SUMO fuzijske tehnologije. SUMO ali Small ubiquitin-like modifier, je protein, ki se ga  
post-translacijsko pritrdi na encim, da se izboljša njegovo delovanje, saj poveča njegovo 
stabilnost. Dodatek tega proteina je tako povečal koncentracijo glukarne kisline za kar 
75 %. Iz 10,8 g/L mio-inozitola je nastalo 4,85 g/L D-glukarne kisline. Za reaktant se je 
vzel mio-inozitol, saj so opazili, da povečanje koncentracije tega vmesnega produkta 
izboljša aktivnost delovanja MIOX-a. Povečanje produktivnosti MIOX je posledica 
povečane topnosti in stabilnosti tega encima zaradi dodatka SUMO. Aktivnost SUMO-
MIOX je po določenem času konstantna, medtem ko aktivnost samo encima MIOX začne 
padati. [16, 17] 
Kot druga izboljšava za večjo koncentracijo glukarne kisline je bila predlagana usmerjena 
evolucija. Gre za postopek, pri katerem spreminjamo lastnosti proteina, da bi izboljšali 
njegovo delovanje. Ker je to naključen pristop z nespecifičnimi metodami, je uspeh 
odvisen od razpoložljivosti ustreznega zaslona ali izbire želene lastnosti proteina. 
Ugotovljeno je bilo, da E. coli ne more rasti na mio-inozitolu kot edinemu viru ogljika, 
lahko pa raste na D-glukuronski kislini, kar pomeni, da lahko raste na mio-inozitolu, če 
je na voljo dovolj MIOX-a, ki inozitol pretvori v glukuronsko kislino. Kulture E. coli, ki 
imajo na voljo bolj aktivne različice MIOX, imajo možnost hitrejše rasti. Tako se je 
uporabil zaslon, ki temelji na rasti za prepoznavanje izboljšanih različic MIOX-a. Že 
samo en krog presajanja je dal novo različico MIOX, ki ustvari več glukuronske kisline. 
Kasnejši testi so pokazali, da razlog za povečano koncentracijo glukuronske kisline ni v 
mutaciji MIOX-a, temveč je posledica fragmenta DNK z 941 baznimi pari, ki je bil odkrit 
med sekvenciranjem. Končna koncentracija glukarne kisline je bila po dodatku encima 
Udh 4,58 g/L, kar je 65 % več, kot je bila izmerjena koncentracija v kontrolni reakciji. 
[16] 
Izvedeni so bili testi za dosego koncentracije glukarne kisline višje od 5 g/L. Te vrednosti 
niso nikoli presegli, kar je dokaz inhibicije glukarne kisline pri višjih koncentracijah. 
Krivec za to naj bi bil pH, saj organske kisline, kot je glukarna, znižajo pH kulture. To 
sproži stresni odziv v E. coli ter vodi do fizioloških in presnovnih sprememb znotraj 
celice. D-glukuronska kislina je monokarboksilna kislina s pKa vrednostjo 3,30. D-
glukarna kislina ima na vsaki strani eno karboksilno skupino, njen pKa je 2,99, kar kaže 
na to, da bo imela D-glukarna kislina nižji pH od glukuronske kisline. Tako lahko 
sklepamo, da je razlika v pH krivec za manjšo proizvodnjo glukarne kisline. [16] 
1.3.5 Biosinteza s pomočjo Saccharomyces cerevisiae 
Potrebno je bilo najti gostiteljsko celico, ki bi bila bolj sprejemljiva za nižje pH vrednosti. 
Predlagan je bil izbor kvasovke Saccharomyces cerevisiae, ker je bolj dovzetna za kisline 
kot E. Coli. Kot evkariontski organizem ima post-transkripcijski sistem, ki je koristen za 




stabilnejšo ekspresijo encima MIOX (v tem primeru je bil pridobljen iz Arabidopsis 
thaliana – navadni repnjakovec). Ko so bili ustvarjeni optimalni pogoji za delovanje S. 
cerevisiae (pH 4, 50 % raztopljenega kisika, 30 °C), je bila dosežena koncentracija 
glukarne kisline 6 g/L z izkoristkom 0,2 g glukarne kisline/g porabljene glukoze. 
Fermentacija je potekala 9 dni. Stranski proizvodi etanola, ocetne in mlečne kisline so 
bili prisotni le v začetni fazi, pozneje pa so postali zanemarljivi. [2] 
1.3.6 Brezcelična kataliza 
Zaradi konkurence metabolitov in premajhnega razmerja encimov prej omenjeni postopki 
za proizvodnjo glukarne kisline v celici niso preveč učinkoviti. Tako je bila predlagana 
nova pot, in sicer biokataliza brez celic. Brez celična multi encimska kataliza bi lahko 
postala glavna platforma za proizvodnjo novih kemikalij iz biomase. V primerjavi s 
fermentacijo ima ta način katalize višjo stopnjo pretvorbe, boljšo učinkovitost reakcije, 
nadzor in optimizacija reakcijskih pogojev sta lažja, ločevanje produktov je enostavnejše, 
prav tako pa je manjši vpliv na okolje. Biološka kataliza brez celic omogoča ločitev 
proizvodne poti od celične rasti in optimizacijo encimskih poti s poljubnim 
kombiniranjem encimov, dokler se ne doseže idealno razmerje le-teh. V primerjavi z in 
vivo sintezo, in vitro kataliza ponuja večjo fleksibilnost in nadzor, saj ni omejena z 
izvozom izdelkov po celični membrani. Pri brez celični katalizi, kjer se saharoza s 
pomočjo encima saharoza fosforiliza (SP) pretvori v fruktozo in glukozo-1-fosfat, je 
standardna Gibbsova prosta energija -8,8 kJ/mol. To pomeni, da ni potrebe po dodatku 
energije v obliki ATP-ja. S tem se stroški procesa znižajo. Za izboljšanje pretvorbe 
saharoze v glukarno kislino je bilo proučenih šest parametrov: temperatura, pH, 
koncentracija koencima NAD+, kovinski ioni, substrati in pufri. Zaradi boljše stabilnosti 
encimov se je kot optimalna temperatura izkazala pri 20 °C, pH je bil izbran pri vrednosti 
7,5, koncentracija koencima pa je bila določena 3 mM NAD+. Izkoristek glukarne kisline 
je naraščal z višanjem koncentracije saharoze med 20 in 50 mM, po tej vrednosti je 
koncentracija produkta začela padati. Kot optimalno začetno vrednost se je izbralo 
50 mM saharoze. Po 24 urah je bila dosežena koncentracija glukarne kisline 18,8 mM. 
[18] 
Nadaljnje raziskave so vključevale kombinacijo termostabilnih in mezofilnih encimov, 
vgradnjo sistema za regeneracijo kofaktorja ter imobilizacijo in recikliranje encimov. 
Encim se imobilizira na nosilec na osnovi kremena, da se ga lahko reciklira, poleg tega 
je imobiliziran encim tudi bolj stabilen. Imobilizacija encima mora biti preprosta. 
Uporabiti je potrebno komercialno dostopne nosilce, saj to omogoča uporabo v 
industrijskem merilu. Največkrat se uporablja nosilec na osnovi kremena, ker ga je 
mogoče sintetizirati v velikih količinah ter ima dobre mehanske lastnosti. Termostabilni 
encimi, kot so PGM, IPS in IMP, delujejo optimalno pri visoki temperaturi (okoli 85 °C). 
MIOX je mezofilni encim, kar pomeni, da najbolje deluje pri zmerni temperaturi (okoli 
40 °C). Udh in Nox sta zmerno termostabilna, za optimalno delovanje favorizirata 
temperature okoli 60 °C. Kot kompromis med različnimi temperaturnimi odvisnostmi 




encimov se je sintezna pot razdelila na dva dela. Prvi del z encimi PGM, IPS in IPM 
poteka pri temperaturi 85 °C. V drugem delu, kjer sodelujejo encimi MIOX, Udh in Nox, 
je temperatura sinteze 40 °C. Kombinacija zgoraj omenjenih encimov je bila izbrana za 
dosego največje katalitične učinkovitosti, visoke selektivnosti, termostabilnosti in 
združljivosti. Razlog, da so ti encimi združljivi, so podobne pH vrednosti in delovanje v 
podobnih temperaturnih območjih. Ker gre za termostabilne encime, je mogoče reakcijo 
izvajati pri visokih temperaturah. To izboljša topnost reaktanta in poveča hitrost reakcije. 
Da je reakcija termodinamsko ugodna, kaže tudi negativna sprememba standardne 
Gibbsove proste energije za vsak korak posebej in za vse skupaj. Vsota spremembe 
standardne Gibbsove proste energije za celoten proces, vključno z regeneracijo NAD+, 
znaša -984 kJ/mol, brez regeneracije pa -538 kJ/mol. To pomeni, da je reakcija izvedljiva 
in je usmerjena proti nastanku glukarne kisline. Pomembna izboljšava je bila tudi uvedba 
encima Nox, ki regenerira NADH v NAD+, s čimer se zmanjša poraba dragega koencima, 
potrebnega za proizvodnjo glukarne kisline. Izkoristki, ki so bili doseženi s to potjo, so 
bili podobni tistim pri celični proizvodnji, vendar je produktivnost desetkrat večja. Razlog 
je v uporabi višjih temperatur za prvo pot ter uporaba optimalnih koncentracij encimov. 
Po 10 urah je iz 40 mM glukoza-1-fosfata nastalo 14,1 mM glukarne kisline. Če so bili 
encimi imobilizirani, pa je bila dosežena koncentracija glukarne kisline po treh ciklih 
8,1 mM. Torej vidimo, da je imobilizacija encimov dober način za znižanje stroškov 
proizvodnje. [1] 
1.4 Metode karakterizacije 
Pomemben del kemijske proizvodnje ni le sama sinteza, temveč tudi karakterizacija 
končnega produkta. Za analizo se uporabljajo različne metode, na podlagi katerih 
določimo uspešnost naše sinteze. 
1.4.1 Vrstična elektronska mikroskopija 
Vrstična elektronska mikroskopija (Scanning electron microscopy, SEM) je metoda za 
analizo površinskih pojavov v materialu. Najprej se vzorec obstreli z elektroni z visoko 
energijo, pri čemer pride do nastanka različnih vrst elektronov in valovanj. Te odbite 
elektrone nato zaznajo detektorji, ki so nameščeni v mikroskopu. Tako dobimo 
informacije o topografiji (površinske značilnosti), morfologiji (oblika in velikost), 
kristalografiji (razporeditev atomov) in elementni sestavi našega vzorca. Na SEM-u lahko 
dosežemo 300.000-kratno povečavo in vidimo delce do 1 nm. Pri obstreljevanju vzorca z 
elektronsko puško pride do nastanka povratno sipanih in sekundarnih elektronov. Prav 
slednji so pomembni za morfološko in topografsko analizo, medtem ko so povratno sipani 
elektroni odvisni od atomskega števila elementa in nam dajo informacije o relativni 
kemijski sestavi vzorca – višje, kot je atomsko število elementa, svetlejši bo del vzorca 




na posnetku. Vrstična elektronska mikroskopija se tako uporablja za površinsko analizo 
in ne daje nobenih informacij o notranjosti vzorca. [19] 
1.4.2 Energijsko-disperzijska rentgenska spektroskopija  
V povezavi s SEM-om se uporablja tudi EDXS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy). 
Gre za analitsko metodo, pri kateri s pomočjo vzbujenih elektronskih žarkov določimo 
elementno sestavo vzorca. Ob obstreljevanju vzorca z elektronskim žarkom pride do 
vzbujanja elektronov na površini vzorca. Ti vzbujeni elektroni oddajo rentgenske žarke 
različnih valovnih dolžin, ki jih zazna energetsko disperzijski detektor. Ker ima vsak 
element določeno značilno valovno dolžino, lahko iz meritev, ki jih dobimo na detektorju, 
določimo kateri elementi so prisotni v vzorcu. Gre za kvalitativno in kvantitativno 
tehniko, kar pomeni, da poleg elementne sestave lahko analiziramo tudi količino 
določenega elementa v vzorcu. [20]  
1.4.3 Rentgenska praškovna difrakcija  
XRD (Powder X-ray diffraction) je nedestruktivna metoda, s pomočjo katere 
karakteriziramo kristalne materiale. Gre za analitsko metodo za pridobivanje informacij 
o strukturi, fazah, teksturi, povprečni velikosti zrn in napakah na kristalih v našem vzorcu. 
[21] 
Ko z rentgenskimi žarki obstrelimo vzorec pod določenim kotom θ, pride do odklona le 
teh. Uklonski žarek nastane takrat, ko rentgenski žarek naleti na urejeno skupino atomov, 
pri čemer pride do konstruktivne interference. Takrat je razlika poti žarkov, sipanih na 
sosednjih ravninah, mnogokratnik valovne dolžine n λ. Nastanek uklona opisuje Braggov 
zakon:  
𝑛𝜆 = 2𝑑ℎ𝑘𝑙 sin 𝜃 
pri čemer je n red uklona, λ valovna dolžina vpadnega rentgenskega žarka, dhkl je razdalja 
med sosednjima kristalnima ravninama in θ polovica uklonskega kota. [21] 
Detektor zazna uklonski žarek in izpiše signal v obliki uklonskega vrha. Vsaka 
kristalinična snov ima svoj značilni difraktogram, ki nam poda razmerje relativnih 
intenzitet uklonskih vrhov v odvisnosti od uklonskih kotov (2θ). [21] 




1.4.4 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti  
UHPLC (Ultra high pressure liquid chromatography) je metoda, katere princip je 
ločevanje med topilom kot mobilno fazo in stacionarno fazo v koloni. Če je slednja 
polarna in je mobilna faza nepolarna, potem se bodo na koloni dlje zadržali polarni vzorci. 
Če je stacionarna faza nepolarna, mobilna faza pa polarna, se bodo na koloni dlje zadržali 
nepolarni vzorci. V tem primeru govorimo o reverzni kromatografiji. Najpomembnejši 
del tekočinskega kromatografa je detektor. Ta je lahko selektivni, na primer UV-Vis 
detektor, ki daje odzive le za določene spojine in je bolj občutljiv, saj lahko zazna zelo 
nizke koncentracije. RI detektor je univerzalen in daje odzive za večino spojin. Detektorji 
lomnega količnika (RI) se največkrat uporabljajo za detekcijo sladkorjev, saj prisotnost 
raztopine le teh v mobilni fazi povzroči spremembo lomnega količnika. [22] 
1.4.5 Ionska kromatografija 
Ionska kromatografija (Ion chromatography, IC) spada med visoko zmogljivostne 
tekočinske kromatografije in je ena izmed najpomembnejših analiznih metod za ločevanje 
in detekcijo različnih organskih spojin. Glavni del predstavlja kolona, ki je napolnjena z 
ionskim izmenjevalcem – stacionarna faza. Skozi kolono teče vzorec, pomešan s topilom 
oziroma mobilno fazo. Ker različne molekule skozi stacionarno fazo potujejo različno 
hitro, se tako ločijo in pridejo po koloni do detektorja. Čas, ki ga molekula potrebuje, da 
prepotuje kolono, se imenuje retencijski čas, in je za vsako spojino drugačen. Na ta način 
lahko dobimo kvalitativno sestavo našega vzorca. Za kvantitativno analizo pa moramo 
pogledati ploščino pod vrhom, saj je le ta sorazmerna s koncentracijo. [23]  




2 Namen dela  
Namen diplomske naloge je bila priprava katalizatorja, ki sem ga nato uporabila za 
oksidacijo glukoze do glukarne kisline. Primerjala sem komercialno dostopen katalizator 
s tistim, ki sem ga sama sintetizirala.  
Sintetiziran katalizator sem okarakterizirala s sledečimi analitskimi tehnikami:  
- vrstična elektronska mikroskopija 
- energijsko-disperzijska rentgenska spektroskopija 
- rentgenska praškovna difrakcija. 
Sestavo produkta, nastalega pri oksidaciji glukoze, sem pregledala z uporabo: 
- tekočinske kromatografije visoke ločljivosti 
- ionske kromatografije. 
  




3 Eksperimentalni del   
3.1 Materiali  
3.1.1 Kemikalije 
Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij.  
Kemikalija Proizvajalec 
Glukoza, prah, čistost ≥ 99,5 % Sigma – Aldrich 
Raztopina D-glukonske kisline, 49–53 
utežnih % v vodi 
Sigma – Aldrich 
Kalijeva sol glukarne kisline, čistost ≥ 98 
% 
Sigma – Aldrich 
Tartronska kislina, čistost ≥ 97 % Sigma – Aldrich 
D-glukuronska kislina, čistost ≥ 98 % Sigma – Aldrich 
Bakrov (II) nitrat trihidrat Merck 
Srebrov nitrat Alkaloid Skopje 
Hidrazin hidrat, 80 % raztopina v vodi Merck 
Cirkonijev (IV) oksid Fluka Chemika 
Katalizator 5 % zlata na ogljiku, nanodelci Stream chemicals 
Amonijev hidroksid, 28–30 % NH3 Sigma – Aldrich 
 
  





Tabela 2: Seznam uporabljene laboratorijske opreme.  
Oprema, uporabljena za sintezo 
katalizatorja in oksidacijo glukoze 
Oprema, uporabljena za analizo 
katalizatorja in končnega produkta 
oksidacije 
pH meter, 826 pH mobile, Metrohm 
swissmade 
Rentgenski praškovni difraktometer 
PANalytical X'Pert PRO 
Laboratorijska centrifuga 4–15 C, Sigma Visokoločljivi vrstični elektronski 
mikroskop SUPRA 35 VP (Carl Zeiss) z 
energijsko disperzijskim spektrometrom 
Inca 400 (Oxford Instruments) 
Vakuumski sušilnik VS-50 SCMHEX, 
Kambič 
Ionski kromatograf Dionex ICS-3000, 
Thermo Scientific  
Magnetno mešalo IKA RCT digital UHPLC Thermo Scinetific Dionex 
UltiMate 3000 Series z DAD-RI 
Reaktorski sistem 5000, šest 75 mL 








3.2 Sinteza  
3.2.1 Sinteza katalizatorja Ag-Cu/ZrO2 
Za pripravo katalizatorja sem v 150 mL čašo natehtala nosilec ZrO2, dodala 60 mL 
destilirane vode in premešala. V drugo čašo sem v 30 mL destilirane vode raztopila soli 
kovin ter raztopino dodala v prvo čašo. Po nekajminutnem mešanju sem raztopini 
izmerila pH 4. To je blizu točke ničelnega naboja (point of zero charge – PZC) nosilca 
cirkonijevega (IV) oksida. Da se nanodelci katalizatorja primejo na nosilec, je potrebno 
doseči pH višji od PZC točke. Zato sem v raztopino po kapljicah dodajala 5 % raztopino 
amonijaka, dokler ni bil pH okoli 7. Po 1 uri mešanja sem v raztopino dodala hidrazin. 
Nastala je obarvana oborina, katero sem nato 5 minut centrifugirala pri 4200 obratih/min. 
Po končani centrifugi sem supernatant odlila, dodala destilirano vodo in postopek 
ponovila še štirikrat. Končno usedlino sem čez noč sušila v vakuumskem sušilniku pri 
50 °C, da sem dobila praškasti katalizator. 
Tabela 3: Preračunane mase in volumen za sintezo katalizatorja. 
ZrO2 2,014 g 
AgNO3 157,47 mg 
Cu(NO3)2*3H2O 223,91 mg 
N2H4 364 μL 
3.2.2 Oksidacija glukoze 
V reaktor sem dala 50 mL 0,25 M raztopine glukoze in ustrezno maso katalizatorja 
(zapisana v tabeli 4 in 5). Reaktor sem zaprla ter nastavila temperaturo, tlak in mešanje 
(podatki v tabeli 4 in 5). Na reaktor sem priključila dušik, ki je inertni plin in ne moti 
reakcije. Tlak dušika je nastavljen na 5 barov, da sem lahko izpraznila vzorec iz cevi v 
vialo. Na reaktor sem pritrdila tudi filter, v katerega se ujame katalizator, tako da sem v 
vialo dobila le čisti vzorec. Vzorec sem vzela vsako uro, prvega še preden sem začela z 
reakcijo. Čas reakcije je zapisan v tabeli 4 in 5. 
  




Katalizator 5 ut % Au/C 
Tabela 4: Reakcijski pogoji za oksidacijo s pomočjo katalizatorja Au/C. 
Masa katalizatorja 602,75 mg 
T 100 °C 
p (O2) 40 bar 
Čas reakcije 5 ur 
Mešanje 300 obratov/min 
 
Katalizator 10 ut % Ag-Cu/ZrO2 
Tabela 5: Reakcijski pogoji za oksidacijo s pomočjo katalizatorja Ag-Cu/ZrO2. 
Masa katalizatorja 600,74 mg 
T 100 °C 
p (O2) 40 bar 
Čas reakcije 23 ur 
Mešanje 600 obratov/min 
. 
3.3 Priprava vzorcev za analizo 
3.3.1 Vrstična elektronska mikroskopija 
Na aluminijasti nosilec sem prilepila ogljikov trak, s čimer sem zagotovila prevodnost. 
Na trak sem nanesla majhno količino vzorca in vse skupaj dala v komoro mikroskopa. 
Meritve sem opravila pri napetosti 2 keV.  
3.3.2 Energijsko-disperzijska rentgenska spektroskopija  
Po opravljeni mikroskopiji sem kar na istem vzorcu naredila še EDXS analizo, le da sem 
napetost povečala na 15 keV. 
3.3.3 Rentgenska praškovna difrakcija 
Vzorec sem posnela na difraktometru s pomočjo nikljevega filtra na bakrovi elektrodi pri 
Kα sevanju z valovno dolžino 0,1541 nm.  




3.3.4 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti 
Za analizo na UHPLC sem najprej pripravila umeritveno krivuljo za glukozo in sicer sem 
pripravila 5 vzorcev raztopine glukoze z različnimi koncentracijami (zapisani v tabeli 6). 
Tabela 6: Različne koncentracije raztopine glukoze za umeritveno krivuljo. 








Prav tako sem redčila vzorce, ki sem jih dobila pri oksidaciji glukoze in sicer sem vsak 
vzorec redčila 10x.  
Kot mobilno fazo sem uporabljala destilirano vodo. Uporabljena kolona je bila Rezex  
RHM-Monosaccharide H+ (8%) HPLC Column 300 x 7,8 mm. Predkolona pa je bila 
RezexTM RHM-Monosaccharide H+ (8%) LC Guard Column 50 x 7,8 mm. Meritve sem 
opravljala pri 80 °C in pretoku 0,6 mL/min. Za vsako analizo se je injiciralo 25 μL vzorca, 
meritev je trajala 20 minut.  
3.3.5 Ionska kromatografija 
Za pripravo standarda sem zmešala naslednje reaktante:  
- 25 mL 0,005 M glukarne kisline (D-saaharic potassium salt) 
- 25 mL 0,001 M tartarske kisline 
- 25 mL 0,001 M glukuronske kisline 
- 25 mL 0,005 M glukonske kisline




Z redčenjem sem pripravila pet vzorcev: 
Tabela 7: Redčenje vzorcev za analizo na IC. 
Oznaka Standard [mL] Destilirana voda [mL] 
1 1 0 
2 0,75 0,25 
3 0,5 0,5 
4 0,25 0,75 
5 0,02 0,98 
 
Ker lahko z ionsko kromatografijo analiziramo tudi vzorce z nižjimi koncentracijami, 
sem vzorce, ki sem jih dobila med oksidacijo, najprej redčila, in sicer: 
- Vzorce, ki sem jih dobila po prvih 6-ih urah, sem redčila 50x 
- Vzorca, ki sem jih vzela po 12 in 23 urah, sem redčila 100x 
Ker med oksidacijo nastane veliko stranskih produktov (glukonska, glukuronska, 2-
ketoglukonska, 5-ketoglukonska kislina), prav tako lahko glukarna kislina razpade na 
številne produkte (tartarska, tartronska, oksalna, mravljična kislina idr.) je potrebno 
razviti učinkovito metodo za separacijo in detekcijo omenjenih produktov. Jaz sem  
uporabila metodo, opisano v članku [10]. 
Separacija anionskih solnih oblik oksidacije glukoze vključno s separacijo guluronske, 
glukonske, 2-keto in 5-ketoglukonske, glukarne kisline, ter detekcija stranskih produktov 
pri razpadu dvojne C-C vezi, je potekala pri 35 °C na koloni IonPac AS11-HC, uporabljen 
je bil tudi supresorski prevodnostni detektor. Mobilna faza je bila mešanica 5 mM 
natrijevega hidroksida in 200 mM natrijevega acetata. Meritev je trajala 8 minut, nato se 
je v naslednjih 25 minutah povečevala koncentracija NaOH od 2 do 35 mM, temu pa je 
sledilo še 5-minutno spiranje s 100 mM NaOH, da so se iz kolone sprale vse nečistoče, 
preden se je analiziral nov vzorec. 
  




4 Rezultati in diskusija 
4.1 Vrstična elektronska mikroskopija 
 
 
Slika 3: SEM posnetek katalizatorja 5 ut % Au/C. Svetlejše pike so nanodelci zlata, večje 
kroglice (cca 30-50 nm) pa so delci ogljika. 
 





Slika 4: Izmerjene velikosti nekaterih delcev ogljika prisotnih v katalizatorju 5 ut % Au/C. 
 
Slika 5: Izmerjene velikosti nekaterih delcev zlata prisotnih v katalizatorju 5 ut % Au/C. 




Prvi vzorec, ki je bil analiziran z elektronskim mikroskopom, je bil komercialno dostopen 
katalizator Au/C, ki vsebuje 5 utežnih % zlata. Kot je vidno iz slik 3, 4 in 5, so delci zlata 
v primerjavi z delci ogljika precej manjši. Povprečna velikost delcev ogljika je približno 
63,86 nm, medtem ko je povprečna velikost delcev zlata približno 11,20 nm. To pomeni, 
da so delci ogljika približno 5,7x večji od delcev zlata. 
 
Slika 6: SEM posnetek katalizatorja 10 ut % Ag-Cu/ZrO2. Manjše kroglice (~30 nm) so 
delci zlata, večji delci nepravilnih oblik pa so ZrO2. 





Slika 7: Izmerjene velikosti nekaterih delcev kovine prisotnih v katalizatorju 
10 ut % Ag-Cu/ZrO2. 
 
Slika 8: Izmerjene velikosti nekaterih delcev nosilca ZrO2 prisotnih v katalizatorju 
10 ut % Ag-Cu/ZrO2. 




Nato sem analizirala še katalizator, ki sem ga sama sintetizirala, in sicer 10 utežnih % 
srebra in bakra na nosilcu iz ZrO2. Iz slike 6 lahko vidimo, da so se delci kovine lepo 
prijeli na nosilec. Delci kovine so vsi približno enako veliki (slika 7), medtem ko so delci 
ZrO2 nepravilnih oblik in različnih velikosti (slika 8). Na osnovi SEM analize sem prišla 
do sklepa, da je bila sinteza katalizatorja uspešna, saj nisem dobila ločenih delcev zlata, 
ki bi bili večji od 100 nm.  
4.2 Energijsko-disperzijska rentgenska spektroskopija 
Tabela 8: Rezultati EDX analize. 
Element Utežni % Atomski % 
Kisik 22,04 61,39 
Baker 6,09 4,27 
Cirkonij 61,59 30,09 
Srebro 10,28 4,25 
 
Iz rezultatov EDX analize (tabela 8) je razvidno, da je srebra približno 2x več kot bakra. 
Molsko razmerje med srebrom in bakrom, ki sem ga izbrala pred začetkom sinteze, je 
bilo 1:1. Ker pa ima srebro približno 2x večjo molsko maso od bakra, bo za enako 
množino v katalizatorju srebra 2x več. V tem primeru so zato bolj zanesljivi atomski 
procenti, saj se utežni normalizirajo po tem, ko se odstrani ogljik zaradi ogljikovega traku.  




4.3 Rentgenska praškovna difrakcija 
 
Slika 9: Rentgenski praškovni difraktogram katalizatorja 5 ut % Au/C. 
Iz XRD analize (slika 9) lahko vidimo, da je zlato v kristalinični obliki pri kotu 2θ 38 °, 
45 °, 65 °, 78 °in 82 °.  
 
Slika 10: Rentgenski praškovni difraktogram katalizatorja 10 ut % Ag-Cu/ZrO2. 

















































Iz slike 10 lahko vidimo, da je nastala kristalinična oblika Ag-Cu/ZrO2, saj imamo lepe 
vrhove. Vendar opazimo, da mi ni uspelo sintetizirati čiste zlitine kovin, saj so na 
difraktogramu prisotni tudi vrhovi tako za srebro (vrh pri 2θ 38 °) kot za baker (vrh pri 
2θ 43,25 °). 
4.4 Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti 
Zaradi težav pri določevanju aldarnih kislin, ki so nastale pri oksidaciji glukoze, sem na 
UHPLC analizirala le spreminjanje koncentracije glukoze tekom reakcije.   
 
Slika 11: Časovno spreminjanje deleža razpada glukoze glede na začetno vrednost.  
Iz slike 11 lahko vidimo, kako se spreminja delež razpada glukoze glede na začetno 
vrednost. Glukoza se tekom oksidacije spreminja v aldarne kisline, zato njena 
koncentracija pada. Pri oksidaciji, kjer sem kot katalizator uporabila 10 utežnih % Ag-
Cu/ZrO2 opazimo nihanje v koncentraciji glukoze. Sklepam, da je razlog to, da se vzorčna 
cevka ni dobro izprala in je bilo v njen še nekaj prejšnjega vzorca. Čeprav sem pred 
vsakim vzorcem cevko enkrat izprala, to očitno ni bilo dovolj in bi morala to storiti 
večkrat. 





Slika 12: Kromatogram ob uporabi katalizatorja Ag-Cu/ZrO2. 
Slika 12 prikazuje spreminjanje intenzitete odziva glukoze na UHPLC. Ob času 0 h je vrh 
najvišji, saj je v vzorcu prisotne največ glukoze. Koncentracija le te s časom pada, zato je 
po 23 urah reakcije odziv najnižji.  
4.5 Ionska kromatografija 
Ker s tekočinsko kromatografijo nisem uspela določiti sestave vzorca, sem naredila še 
analizo na ionskem kromatografu.  
  




Ob uporabi katalizatorja 5 utežnih % Au/C sem dobila naslednje rezultate. 
 
Slika 13: Ionski kromatogram ob času 0 h pri uporabi katalizatorja 5 ut % Au/C. 
 
Slika 14: Ionski kromatogram ob času 23 h pri uporabi katalizatorja 5 w % Au/C. 
Kot lahko vidimo iz slik, imamo že ob času 0 h (slika 13) v vzorcu nekaj glukonske 
kisline. To pripisujem dejstvu, da se je nekaj glukoze oksidiralo že tekom segrevanja, 
čeprav temperatura še ni bila 100 °C.  
Če primerjamo kromatograma ob času 0 h in po 5 urah oksidacije (slika 14), lahko vidimo, 
da se je spremenil odziv glukonske kisline iz približno 4 μS na okoli 14 μS. Poleg 
glukonske kisline, ki je glavni produkt naše oksidacije, je nastalo še nekaj glukuronske 






















Glucose #29 [modified by Viktor, 1 peak manually assigned] rA0 CD_1
µS
min
1 - gluconic acid - 6.040
2 - glucuronic acid - 14.657
3 - CO2 - 23.357




















Glucose #34 [modified by Viktor, 1 peak manually assigned] rA5 CD_1
µS
min
1 - gluconic acid - 6.140
2 - glucuronic acid - 14.660
3 - CO2 - 23.297




kisline. Ker je slednja nastala v zelo majhnih količinah, je na sliki 15 predstavljena 
sprememba koncentracije glukonske kisline v odvisnosti od časa. 
 
Slika 15: Spreminjanje koncentracije glukonske kisline v odvisnosti od časa pri oksidaciji 
s katalizatorjem 5 ut % Au/C. 
Ob uporabi katalizatorja 10 utežnih % Ag-Cu/ZrO2, ki sem ga sama sintetizirala, pa sem 
dobila naslednje rezultate. 
 
















































Glucose #55 [modified by Viktor, 2 peaks manually assigned] rA0 CD_1
µS
min
1 - gluconic acid - 5.963
2 - glucuronic acid - 14.563
3 - CO2 - 23.317





Slika 17: Ionski kromatogram ob času 23 h pri uporabi katalizatorja 10 ut % Ag-Cu/ZrO2. 
Iz slike 16 lahko vidimo, da sta bili ob času 0 h v vzorcu prisotni glukonska in glukuronska 
kislina, vendar sta bili koncentraciji obeh  zelo nizki (odzivi so bili pod 1,20 μS).  
Iz slike 17 pa je razvidno, da sem po 23 urah oksidacije ponovno dobila največ glukonske 
kisline, nekaj malega pa je bilo še glukuronske kisline.  
Odziv glukonske kisline je bil pri oksidaciji, kjer sem uporabila katalizator 10 utežnih % 
Ag-Cu/ZrO2, nižji kot pri uporabi katalizatorja Au/C (3,4 μS v primerjavi z 14 μS), čeprav 
sem oksidacijo izvajala dlje časa. Iz tega lahko sklepamo, da je selektivnost  katalizatorja 
Au/C za glukonsko kislino znatno večja kot selektivnost katalizatorja Ag-Cu/ZrO2. 





















Glucose #63 [modified by Viktor, 2 peaks manually assigned] rA23 CD_1
µS
min
1 - gluconic acid - 5.970
2 - glucuronic acid - 14.563
3 - CO2 - 23.300





Slika 18: Spreminjanje koncentracije glukonske kisline v odvisnosti od časa pri oksidaciji 
s katalizatorjem 10 ut % Ag-Cu/ZrO2. 
Slika 18 prikazuje spreminjanje koncentracije glukonske kisline s časom. Razvidno je, da 
je ob uporabi katalizatorja 10 utežnih % Ag-Cu/ZrO2 nastalo 7x manj glukonske kisline 
kot ob uporabi katalizatorja Au/C, čeprav sem oksidacijo izvajala dlje časa.  
Ker pri prvi oksidaciji (uporaba katalizatorja 5 ut % Au/C) ni nastalo nič glukarne kisline, 
ki je moj ciljni produkt, sem pri naslednji oksidaciji podaljšala reakcijski čas. Vidimo, da 
po 23 urah še vedno ni nastalo nič glukarne kisline, poleg tega pa je koncentracija 


































5 Sklepne ugotovitve  
Glukarna kislina, kot vmesni produkt pri pripravi adipinske kisline postaja vedno bolj 
zanimiva za raziskovalce. Zato je potrebno najti ustrezno pot, s katero bomo lahko 
glukarno kislino pripravili tudi v industrijskem merilu. Uporaba kisika kot oksidanta 
zadovolji potrebe po zmanjšanju izpustov toplogrednih plinov, celoten proces pa je tudi 
ekonomično sprejemljiv.  
Drugi pomemben dejavnik je izbira pravega katalizatorja. Po prebiranju literature sem 
spoznala, da je bimetalni katalizator boljši kot monometalni, kar pa v mojem primeru ne 
drži. V istem časovnem obdobju (5 ur oksidacije), sem z uporabo katalizatorja 10 utežnih 
% Ag-Cu/ZrO2 dobila približno 28x manj glukonske kisline kot pri uporabi katalizatorja 
5 utežnih % Au/C. UHPLC analiza je pokazala, da ima katalizator Ag-Cu/ZrO2 
minimalno aktivnost za oksidacijo pri izbranih pogojih.  
Čeprav je bilo iz EDX analize moč sklepati, da je bila sinteza katalizatorja uspešna, pa 
sem po XRD analizi ugotovila, da ni nastal popoln bimetal, saj so bili prisotni tudi 
nanodelci čistega srebra in bakra.  
Cilj diplomske naloge je bila priprava glukarne kisline, vendar je ni bilo zaznati v nobeni 
izmed oksidacijskih reakcij. Oksidacija, pri kateri sem uporabila katalizator 5 w % Au/C, 
je rezultat pričakovan, za katalizator 10 w % Ag-Cu/ZrO2 pa sklepam, da ni dovolj 
selektiven za glukarno kislino.  
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